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論文内容の要旨
はじめに
海藻バイオマスは存在量が豊富で生産力も高いが､有効活用は一部の用途に限られてい
る｡地球温暖化が問題になるなかで二酸化炭素排出の削減が提唱されており､海藻バイオ
マスを有効に活用することでこの問題の解決に寄与することが可能である｡そのためには
難分解性多糖を構成成分とする海藻バイオマスを分解し､素材化する技術が必要である｡
pseudoalteromonas atlantica ARO6株は､海藻分解能力を持つ細菌で､特に高い褐藻分解能
力を備えていることから､本菌株による海藻分解の有効利用等を目指した実用的研究がな
されてきた｡しかし､応用のためにも有効な知見となるARO6株の有する海藻分解機構に
関する研究はこれまでにない｡一方､海藻の主要構成成分であるアルギン酸と寒天の各々
の分解に関わる微生物由来のアルギン酸リア-ゼとアガラーゼについて､その基本的性状
や局在性､酵素遺伝子等は国内外で詳細な解析がなされているものの､酵素の活性発現を
制御する機構や､酵素遺伝子の発現制御は明らかにされていない｡
本研究では､ ARO6株のアルギン酸リア-ゼとアガラーゼを解析するとともに､本棟の
遺伝子操作技術を確立し､ゲノム情報を用いて遺伝子の発現制御やアルギン酸の代謝経路
を解明する研究に取り組んだ｡
ARO6株培養上浦酵素試料のアルギン酸分解特性
アルギン酸を添加した人工無機海水培地でARO6株を培養した時に､菌体外に分泌
されるアルギン酸リア-ゼをARO6株培養上清から粗酵素試料として調製し､アルギ
ン酸に対する分解活性の特性を調べた｡至適条件は40℃,pH7.4であり､二価の陽イ
オンの添加により活性が促進された｡また､アルギン酸(マンヌロン酸とグルロン
酸のポリマー)のみならず､マンヌロン酸のみからなるアルギン酸とグル･ロン酸の
みからなるアルギン酸に対しても分解活性を示し､ 2-4糖のオリゴ糖を生じた｡
アルギン酸分解酵素アルギン酸リア-ゼ遺伝子の取得と解析
コスミドベクターを用いてARO6株ゲノムライブラリーを構築し､他細菌株由来の
アルギン酸リア-ゼ遺伝子配列を参考にして設計したプライマーを用いた　pCk　に
て､アルギン酸リア-ゼ遺伝子全体を保持するコスミドクローンp333を取得した後､
本酵素遺伝子(alyA)を解析した｡
alyA産物は分子量42.4kDaで､N末端に22アミノ酸残基の分泌シグナル配列を持
ち､C末端領域には30M,クラスアルギン酸リア-ゼに保存されているアミノ酸配列
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(YFKhG十Y-Q) ､ N末端側にはcarbohydrate-binding domain (CBM)がそれぞれ認め
られた｡ p333上のalyAは､アルギン酸代謝と関連する可能性のなる遺伝子とクラスター
を形成せずに､単独で存在していた｡
αJγ｣の発現解析
alyA産物が　ARO6株の菌体外分泌性アルギン酸リア-ゼの主体である可能性を検
討するために､ ARO6株のalyA破壊株ARAlを取得した｡ ARAl株の生育速度はアル
ギン酸を単一炭素源とした人工無機海水培地で大きく低下した｡構成的発現プロモ
ーターの下流にalyAをつないだプラスミドの導入により　ARAl株のアルギン酸人工
無機培地での生育は回復したことから､ alyA　はアルギン酸の効率的な資化に関わっ
ていることが明らかになった｡さらに､アルギン酸添加の人工海水で培養したARO6
株の上清の活性染色により､発現しているアルギン酸リア-ゼを解析した｡ 12　時間
では､ alyA産物でシグナルペプチドが除かれた約43kDaの前駆体が主に存在してい
た｡ 24時間後では､ alyA産物でさらにCBMドメインが除かれた約33と30.5kDaの
酵素が存在していた｡最終的に38時間後には主に約30.5kDaの酵素が存在していた｡
活性染色の結果からは､分子種の違いによって活性の差はなかった｡
人工海水と富栄養培地であるマリンブロスにそれぞれグルコースとアルギン酸を加
えた時のalyA発現をRT-PCRで検討した｡ alyAは人工海水でアルギン酸存在時のみ
発現が誘導され､マリンブロス中ではアルギン酸による誘導は見られなかった｡す
なわちalyAは基質の存在だけではなく培養栄養状況によっても発現が調節されてい
ることが明らかになった｡さらに､様々な炭素源等存在下でのalyAの発現解析を､
ゲノム上のalyAの直下に挿入したgrpレポーター遺伝子の発現に起因するGFP蛍光
によって実施した｡グルコース,マンニトール,スクロースはalyAの転写を抑制し､
alyAの発現は炭素源によるカタボライト抑制を受けていることが示唆された｡一方､
alyAとその上流574,390,139bpの領域をそれぞれ含む3種類のプラスミドを有する
ARAl株のAlyA活性発現の検討により､alyAのプロモーターは開始コドン上流の139
bpから390bpの間にあることが明らかになった｡
ARO6株のゲノム情報を用いた多糖分解遺伝子の解析
第2世代シークエンサーIllumina Genome Analyzerを用いARO6株のゲノム解析を行い､
合計l Gb以上の配列を取得した｡ lkbp以上のコンテイグで97.2%のゲノムカバー率であ
った0　本ゲノム配列を2株のPseudoalteromonasゲノムにマッピングした結果､ p.atlantica
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T6C株よりもP.haloplanktisTAC125株の第1染色体との相同性が高かった｡さらに､取得
したARO6株ゲノム配列からは､推定アルギン酸リア-ゼ遺伝子としてalyAと同様に単独
で存在するalyBと､アルギン酸代謝に関連すると考えられる他の遺伝子と約21kbのクラ
スターを形成する､ alyC,alyD,alyEが兄いだされた｡
alyB破壊株は野生型と同様の表現型を示したのに対し､21kbクラスター中のhexuronate
transport proteinをコードすると推定されたhtpの破壊株ではアルギン酸資化能が完全に失
われた｡しかし､二重相同組換えによるhtpの欠失体では､アルギン酸資化の誘導自体は
遅延されたものの､資化能そのものは維持されていたことから前者破壊株では､ htp破壊
時の極性効果が考えられた｡いずれにせよこの結果は､ 21 kbクラスターがアルギン酸代
謝に必須であることを示唆している｡一方､ saccharophagus degradans 2-40とp. atlantica
T6C由来のアガラーゼ遺伝子の相同配列もARO6株コンテイグ配列に兄いだされ､当該
候補遺伝子をagaA, agaB, agaC, agaDと命名した.候補遺伝子のうち､ agaAの大腸
菌発現から､ agaAは実際にアガラーゼ活性を有する酵素をコードすると強く示唆さ
れた｡
まとめ
以上の研究からARO6株の菌体外分泌アルギン酸リア-ゼAlyAに関して､ (i)ア
ルギン酸の効率的な資化に必要である､(ii)シグナルペプチドが除去され更に2カ所
でプロセッシングされる､ (iii)発現は基質のみならず栄養条件にも発現が調節され
る､という新規な現象を示すことができた｡また､ドラフトゲノムの解析により､
他の推定アルギン酸リア-ゼ遺伝子と寒天分解酵素アガラーゼ候補遺伝子をみいだ
した｡さらに以上の研究を遂行する過程で､ ARO6株の分子遺伝学的手法を確立する
とともに､本棟のゲノムライブラリーの構築とゲノム情報の整備を達成し･た｡本研
究の成果により､ ARO6･株におけるアルギン酸代謝経路のみではなく､海洋細菌の解
析と応用に向けた研究が今後加速し､自然界における海藻の分解や有機物の循環に関わ
る微生物間の相互関係や､分解酵素発現に関わる細胞膜を介したシグナル情報伝達機構の
解明に繋がることが期待できる｡
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ARO6株培地上清のアルギン酸リア-ゼ活性染色
ARO6株を0.3%アルギン酸ASWで14時間､もしくはARO6(PBBRIMCS)(pNIT6012)
をcmとTc入りの0.3%アルギン酸ASWで14-38時間培養した上清を用い､アルギ
ン酸分解に対してSDS-PAGE活性染色を行った｡
a. SDS-PAGEゲルのCBB染色､ b.活性染色ゲル｡
Lane M ;サイズマーカー(Phosphorylase b, 97.4k Da; serum albumin, 66.2k Da;
ovalbumin, 45k Da; carbonic anhydrase, 31k Da; and trypsin inhibitor, 21.5k Da) ､
lane 1 ; ARO6(PBBRIMCS)(pNIT6012) 14時間培養上清タンパク質3〃g､ 1ane2 ;
ARO6株14時間培養上晴タンパク質3　〃g､ lane 3; ARO6株24時間培養上清タ
ンパク質10　〃g､ 1ane4; ARO6株38時間培養上清タンパク質9　〃g｡三種類の
三角形はalyA遺伝子のプロセッシング産物を示す;斜線三角, 43 kDa;灰色三角,
33kDa;白抜き三角,30.5kDa｡
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論文審査結果の要旨
地球温暖化が問題になるなかで二酸化炭素排出の削減が提唱されており､膨大な量を占める海藻
バイオマスを有効に活用することでこの問題の解決に寄与することが可能である｡そのためには
難分解性多糖を構成成分とする海藻バイオマスを分解し､素材化する技術が必要である｡ †-プロテ
オバクテリアに属するPseudoalteromonas atlantica ARO6株は､高い藻分解能力を備えているが､応
用のためにも有用な知見となる本棟の海藻分解機構に関する研究はなかった｡一方､海藻の主要
構成成分であるアルギン酸と寒天の各々の分解に関わる微生物由来のアルギン酸リア-ゼとアガ
ラーゼについて､その基本的性状や局在性､酵素遺伝子等は国内外で詳細な解析がなされている
ものの､酵素遺伝子の発現制御は明らかにされていない｡本研究では､ ARO6株のアルギン酸リア
-ゼとアガラーゼを解析するとともに､本棟の遺伝子操作技術を確立し､ゲノム情報を用いて当
該遺伝子の発現制御やアルギン酸代謝経路を解明する研究に取り組んだ｡
まず､本株が培地上沼に産生するアルギン酸リア-ゼの特性とその遺伝子alyAを解析した｡
alyA破壊株の作製により､ alyA産物が培養上活に産生される酵素の本体であり､本棟のアルギン
酸資化に重要な役割を果たしていることを明らかにした｡また､ alyAの発現解析から､ alyAが基
質による制御とカタボライト抑制を受け､当該抑制-のalyA上流領域の関与が明らかになった｡
そして､これらの制御を解明するために必要な分子遺伝学的手法を確立した｡
さらに､ ARO6株ゲノムを解析し､新たに4つのアルギン酸リア-ゼ候補遺伝子とアルギン酸代
謝関連遺伝子のクラスターを特定した｡このクラスター内-プラスミドを挿入することで得た変
異株はアルギン酸資化能を喪失したために､このクラスターがアルギン酸資化に必須の遺伝子を
含んでいるという新規かつ重要な知見を提示した｡また､ 4つのアガラーゼ遺伝子候補を特定し
た｡
以上の成果は酵素の発現制御機構の解明と海藻多糖代謝の全容解明の重要な基盤情報であり､
酵素利用技術の開発の基礎となる｡本成果は､海藻の利用技術のみならず､海洋環境における有
機物の循環に関わる微生物間の相互関係や､分解酵素発現に関わる細胞膜を介したシグナル情報
伝達機構の解明に繋がることが期待できる｡
本研究の成果は､論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有す
ることを示しており､松嶋良次氏提出の論文は,博士(生命科学)の博士論文として合格と認め
る｡
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